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(57) Abstract: The invention relates to a method for detecting transmissible transmissible spongiform encephalopathies (TSE) in 
the human and animal body, wherein body fluid is taken <i>in vivo</i> from the individual to be examined and exposed to infrared 
radiation. At least one characteristic spectral pattern is selected from the current infrared spectrum. Said TSE-specific spectral 
areas are compared to characteristic spectral patterns of infrared spectrums which are stored in a reference data bank and which are 
VO produced from body fluids of individuals known to be infected or not infected by TSE. 
VO 

(57) Zusammenfassung: Bei einem Verfahren zum Nachweis von transmissiblen spongiformen Enzephalopathien (TSE) im 
^ menschlichen und tierischen K6rper wird dem zu untersuchenden Individuum in vivo entnommene KdrperflUssigkeit einer 

Infrarotstrahlung ausgesetzt, und aus dem aktuellen Infrarotspektrum mindestens ein charakteristisches spektrales Muster 
Q ausgewahlt. Diese TSE-spezifischen Spektralbereiche werden mit in einer Referenzdatenbank gespeicherten charakteristischen 

spektralen Mustern von Infrarotspektren verglichen, die von Kbrperfliissigkeiten von bekanntermassen mit TSE und nicht mit TSE 

infizierten Individuen erzeugt werden. 
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Beschreibung 

Verfahren zum Nachweis von TSE-induzierten Veranderungen 
im menschlichen und tierischen Korper 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von 
durch transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE) 
induzierten pathologischen Veranderungen im menschlichen 
und tierischen Korper. 

Transmissible spongiforme Enzephalopathien sind ubertrag- 
bare neurodegenerative Erkrankungen des Zentralnervensys- 
tems (ZNS) mit todlichem Verlauf . Die Krankheit betrifft 
sowohl Saugetiere als auch den Menschen. TSE dient als 
Oberbegriff zur Bezeichnung eines Formenkreises von in 
verschiedenen Spezies vorkommenden ubertragbaren Enzepha- 
lopathien. In Tieren werden darunter die bovine spongi- 
forme Enzephalopathie beim Rind (BSE) , die Scrapie (Tra- 
berkrankheit) bei Schafen, Ziegen, Hamstern und Mausen, 
die chronische Auszehrung (CWD) bei bestimmten amerikani- 
schen Hirscharten, die ubertragbare Enzephalopathie bei 
Nerzen (TME) , die feline spongiforme Enzephalopathie 
(FSE) bei Katzen und eine spongiforme Enzephalopathie bei 
Antilopen naher spezif iziert . Beim Menschen unterscheidet 
man vier Arten von TSE: die Creutzf eldt- Jakob-Krankheit 
(CJD) , das Gerstman-Staussler-Scheinker-Syndrom (GSS) , 
die fatale familiare Insomnie (FFI) und Kuru. 

Die Diagnostik ist bei Nutztieren wegen der potentiellen 
Obertragbarkeit durch den Verzehr von Fleisch und Blut 
erkrankter Tiere von groSem Interesse. So besteht z. B. 
der Verdacht, dass der Konsum von BSE-verseuchtem Rind- 
fleisch eine neue Variante von CJD beim Menschen (nvCJD) 
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verursachen kann. Im Sinne des Verbraucherschutzes uhd 
der Eindammung der Epidemie setzen daher einige Staaten 
behordliche Uberwachungen des Durchseuchungsgrads des 
Rinderbestands mit BSE durch. Zu diesem Zweck werden auf 
5 Schlachthof en routinema&ige Kontrollen geschlachteter 

Rinder angeordnet/ von denen die weitere Verwendung des 
Schlachtguts abhangt. 

Eine sichere TSE-Diagnose ist bislang nur post mortem a) 
10 durch den histologischen Nachweis charakteristischer 

spongiformer (schwammar tiger) Veranderungen im Hirnge- 
webe, b) durch den immunologischen Nachweis von Ablage- 
rungen des pathologischen Prionproteins (PrP) mittels Im- 
munoblotting (Western-Blot-Technik und Histo-Blot-Tech- 
15 nik) und Immunohistochemie, c) durch den elektronenmikro- 
skopischen Nachweis Scrapie-assoziierter (PrP) -Fibrillen 
(SAF) und d) durch den Nachweis des infektiosen TSE-Agens 
mittels Ubertragungsexperimenten im Tierversuch moglich. 

20 Bisher sind zwei diagnostische Verfahren zur Identifi- 

zierung von TSE-inf izierten Nutztieren in grofetechnischem 
MaSstab verfugbar, der „Prionics Cheeky der Schweizer Fa. 
Prionics AG und ein Test der Fa, BIO-RAD („Platelia 
BSE„) . Beide Verfahren sind post mortem -Tests anhand von 

25 Gewebe aus dem Hirnstamm und auf die Anwendung im 

Schlachthof begrenzt. Der Prionics-Test erlaubt die Diag- 
nose einer BSE im Rind nach Angaben des Herstellers bis 
zu einem halben Jahr vor dem Auftreten klinischer Sympto- 
me (Inf ormationen des Herstellers im Internet: 

30 www.prionics.com) . Bei dem von der Fa. Prionics ent- 

wickelten Verfahren wird eine Gewebeprobe aus der Medulla 
oblongata geschlachteter Rinder entnommen, homogenisiert 
und mit dem Enzym Proteinase K behandelt. Das ggf . nach 
der Behandlung verbleibende pathologische Prionprotein 
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wird mit dem rnonoklonalen Antikdrper 6H4 (nergestellt von 
der Firma Prionics AG) markiert und anschlieSend im Wes- 
tern-Blot angefarbt. Bei dem Platelia-Test wird eine 
Hirnstammprobe homogenisiert und mit Proteinase K behan- 
5 delt. AnschlieSend wird das pathologische Prionprotein 
durch Fallung konzentriert , in einem Capture-ELISA mit- 
tels eines rnonoklonalen Antikorpers gebunden und mit Hil- 
fe eines zweiten rnonoklonalen Antikorpers markiert und 
angefarbt . 

10 Die Nachteile dieser Methoden bestehen in dem jeweils 

sehr aufwandigen Verfahren, bei dem zum Teil hochspezia- 
lisierte Fachleute erforderlich sind, urn die Entnahme, 
Preparation und Analyse der Proben durchfuhren zu konnen, 
sowie in der Dauer von ca. 5 (BIO-RAD-Test ) bzw. bis zu 8 

15 (Prionics-Test) Stunden, die nach Angaben der Hersteller 
vom Zeitpunkt der Probenentnahme bis zum Erhalt des Re- 
sultats vergehen. Ein weiterer Nachteil der post mortem - 
Diagnostik ist dadurch gegeben, dafe hierbei verf ahrensbe- 
dingt infizierte Rinder erst nach ihrer zumindest teil- 

20 weisen Zerlegung im Schlachthof identif iziert werden. So- 
mit vermag die post mortem -Diagnostik akzidentellen Kon- 
taminationen und Infektionen im Schlachthof nicht wirksam 
vorzubeugen. Dies ware wesentlich besser zu gewahrleis- 
ten, wenn infizierte Rinder ante mortem ohne ErSffnung 

25 des Korpers identif iziert und dann unschSdlich beseitigt 
werden konnten. 

Zur Zeit befinden sich verschiedene Testsysteme in der 
Entwicklung, um ante und post mortem ein sensitives und 
30 schnelles Screening gro&er Zahlen von Proben unterschied- 
licher Gewebe und Korperf lussigkeiten auf pathologische 
Prionproteine und somit eine TSE-Diagnostik im groSen 
MaSstab zu ermoglichen. Dazu zahlen u. a. auch ein nicht- 
evaluierter Kapillarelektrophorese-Immunassay mit fluo- 
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') reszenzmarkierten Peptiden (Schmerr & Jenny: Elektropho- 

* resis 19, (1998) 409-419; Schmerr et al - : Journal of 

Chromatography A 853, (1999)207-214) und ein Immunassay 
mit f luorometrisch detektierten, Europium-markierten An- 
5 tikorpern (DELFIA, Fa. Wallac, Turku, Finnland; Safar et 
al.: Nature Medicine 4, (1998) 1157-1165). 



Klinische Symptome und der labor chemische Nachweis erhoh- 
ter Konzentrationen bestimmter Proteine im Liquor 

10 und/oder Serum [Protein 14-3-3 (Zerr et al . (1997) N. 

Engl. J. Med. 336:874, Zerr et al . (1998) Ann. Neurol. 
43: 572-573); Protein S100 (Otto et al. (1997) J. Neurol. 
244: 566-570, Otto et al . (1998) Brit. Med. J. 316: 577- 
582; Otto et al . (1998) J. Neurovirol. 4: 572-573) und 

15 neuronspezif ische Enolase (Zerr et al. (1995) Lancet 345: 
1609-1610)] erlauben bei Menschen und Tieren lediglich 
eine Verdachtsdiagnose . Gleiches gilt fur die veranderten 
Resultate, die im Zusammenhang mit menschlichen TSE- 
Erkrankungen bei EEG- und magnetresonanztomographischen 

20 Untersuchungen auftreten. Bei der Diagnose der BSE bei 
Rindern haben die post mortem und mit hohem Aufwand 
durchfuhrbaren bekannten Untersuchungsverf ahren unter 
Verwendung von Gewebeproben noch den entscheidenden Nach- 
teil, dass die Gewebeuntersuchung erst nach der Totung 

25 der betreffenden Tiere erfolgen kann. Das heifit, ein 

Screening lebender Herden oder eine fruhzeitig einsetzen- 
de, in Abstanden wiederholbare Untersuchung am lebenden 
Objekt sind bisher nicht moglich. 

30 Aus der DE 199 23 811 C 1 ist schlieSlich bereits ein 
Verf ahren fur die schnelle Identif izierung von durch 
transmissible spongiforme Enzephalopatien induzierte pa- 
thologische Veranderungen in tierischen oder menschlichen 
Geweben mit Inf rarotspektroskopie bekannt, bei dem Infra- 
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^ rotstrahlung auf eine durch TSE pathologisch veranderte 

Gewebeprobe gelenkt wird und die spektralen Charakteris- 
tika der Inf rarotstrahlen nach Wechselwirkung mit der Ge- 
webeprobe regis trier t werden und die so erhaltenen Infra - 
5 rotspektren mit einer Ref erenzdatenbank, die Infrarot- 

spektren von TSE-inf izierten und nicht infizierten Gewe- 
ben enthalt, verglichen und klassif iziert werden. 

Dieses Verfahren, das sich leicht automatisieren lasst, 

10 einen geringen Personal- und Materialbedarf erfordert und 
ohne hochspezialisierte Fachleute auskommt, ist diagnos- 
tisch hochempf indlich und liefert in kurzester Zeit si- 
chere, von menschlichen Fehleinschatzungen freie Ergeb- 
nisse. Es ist jedoch insofern nachteilig, als seine An- 

15 wendung auf pathologisch geschadigtes Gewebe, insbesonde- 
re Gewebeproben aus dem zentralen Nervensystem, in dem 
nachweisbare pathologische Veranderungen ebenfalls zu er- 
warten sind, beschrankt ist. Derartiges Gewebematerial 
kann nur w post mortem" , z.B. im Schlachthof bei fur den 

20 Konsum vorgesehenen, ge tote ten Tieren, entnommen werden. 
Eine friihzeitig einsetzende, in Abstanden wiederholbare 
Untersuchung lebender Tiere und deren rechtzeitige Aus- 
sonderung im Falle einer f estgestellten Infektion ist mit 
diesem Verfahren nicht moglich. Zudem besteht bei der 

25 „post mortem w -Diagnostik im Schlachthof, bei der infi- 

zierte Tiere erst nach ihrer Zerlegung identif iziert wer- 
den, die Gefahr von Kontaminationen und Infektionen. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Ver- 
30 fahren zum Nachweis von TSE-induzierten Veranderungen im 
menschlichen und tierischen Korper anzugeben, das mit ge- 
ringem Auf wand im Rahmen einer friihzeitig einsetzenden, 
wiederholbaren Untersuchung lebender Individuen einen 
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~) schnellen und zuverlassigen Nachweis von TSE-Inf ektionen 

4 ermoglicht. 

Erf indungsgemafc wird die Aufgabe mit einem Verfahren ge- 
5 maS den Merkmalen des Patentanspruches 1 gelost . 

Der wesentliche Erf indungsgedanke besteht in dem Vor- 
schlag, eine TSE-Inf ektion IR-spektroskopisch in Korper- 
f lussigkeiten nachzuweisen, die dem lebenden Individuum, 

10 beispielsweise in Form von Blut, entnommen werden konnen, 
in denen aber fur die Krankheit kennzeichnende Schaden 
nicht manifestiert sind und die auch keine sonstigen be- 
kannten pathologischen Schaden aufweisen. Das Wesen der 
Erf indung liegt mit anderen Worten in dem erstmaligen IR- 

15 spektroskopischen Nachweis von durch TSE bedingten, aber 
von der Fachwelt dort nicht erwarteten molekularen Veran- 
derungen in ante mortem entnehmbaren Korperf lussigkeiten 
oder deren Fraktionen, und der Tatsache, dass ein derar- 
tiger Vorschlag trotz der iiberragenden Vorteile und des 

20 lange anhaltenden dringenden Bedurfnisses bisher unter- 
blieben ist. 



GemaS der Erf indung werden zunachst von ante mortem ent- 
nommenen Korperf lussigkeitsproben sowohl TSE-inf izierter 

25 als auch gesunder Individuen Inf rarotspektren angefertigt 
und daraus Bereiche mit charakteristischen Wellenlangen 
oder spektralen Merkmalen ausgewahlt sowie eine entspre- 
chende Ref erenzdatenbank aufgestellt. Der Nachweis von 
TSE bei den zu untersuchenden Individuen wird nun mit 

30 Hilfe der diesen ante mortem entnommenen Kor- 
perf lussigkeitsproben oder Korperf lussigkeitsf raktionen 
und den daraus erzeugten Inf rarotspektren bzw. in mind, 
einem ausgewahlten charak-teristischen Spektralbereich in 
der Weise gefuhrt, dass die ausgewahlten charakteristi- 
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) schen Spektralbereiche der aktuellen Proben mit den ent- 

1 sprechenden charakteristischen Spektralbereichen der Re- 

ferenzproben von gesunden und auch von kranken Individuen 
verglichen werden. Sowohl aus dem Unterschied als auch 
5 aus der Ubereinstimmung zwischen den charakteristischen 
Merkmalen der Ref erenzspektren von kranken und gesunden 
Individuen und den charakteristischen Merkmalen der aktu- 
ellen Untersuchungsspektren kann mit Sicherheit festge- 
stellt werden, ob die untersuchte Korperf lussigkeit von 

10 einem gesunden oder TSE-kranken Individuum stammt. Durch 
den Vergleich des aktuellen Probenspektrums mit den Refe- 
renzspektren von gesunden und TSE-kranken Individuen wird 
eine zweifache Sicherheit bei der Beurteilung des aktuel- 
len Probenspektrums erreicht. Es versteht sich, dass die 

15 Erstellung der Ref erenzspektren und der aktuellen Proben- 
spektren hinsichtlich Probennahme, Probenpraparation und 
die Aufbereitung der Spektren und die Auswahl der charak- 
teristischen Spektralbereiche unter identi schen Bedingun- 
gen erfolgt. Das heiSt, alle Parameter fur die Referenz- 

20 und Probenmessung mussen identisch gewahlt werden. 



Die Vorteile der Erfindung liegen insbesondere darin, 
dass mit einer in vivo durch einen kleinen Eingriff be- 

25 reitgestellten Probe in weniger als einer Minute ein in 
hochstem MalSe sicherer Nachweis uber das Vorliegen einer 
TSE-Inf ektion gelingt. Damit lasst sich auch die Diffe- 
rentialdiagnostik humaner TSE-Erkrankungen verbessern. 
Die hohe Sicherheit des Untersuchungsergebnisses ist ins- 

30 besondere auch darin begrundet, dass die Bewertung bzw. 

der Vergleich der Spektren ausschliefclich anhand mathema- 
tischer Kriterien erfolgt und subjektive menschliche 
Fehleinschatzungen ausgeschlossen sind. Der in vivo 
durchgefuhrte TSE-Nachweis bietet zudem potentiell die 
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N ) Moglichkeit, bei der Behandlung von TSE und bei der Ent- 

* wicklung von Medikamenten durch schnelle und unkompli- 

zierte Verlauf skontrollen die Wirksamkeit der Medikamente 
zu priifen. Auch Blut-, Organ- und Gewebespender konnen 
5 mit dem erf indungsgemateen Verfahren mit geringem Aufwand 
und mit hoher Sicherheit auf TSE untersucht werden. Eine 
besondere Bedeutung kommt dem vorgeschlagenen Verfahren 
sowohl bei der Erfassung der Ursachen von BSE bei Nutz- 
tieren als auch beim Verbraucherschutz zu, da es nunmehr 
10 moglich ist, den gesamten Nutztierbestand kontinuierlich 
zu untersuchen, Wesentliche Vorteile liegen auch in dem 
gegemiber den bekannten Verfahren verringerten zeit lichen 
und materiellen Aufwand aufgrund der unmittelbaren IR- 
spektroskopischen Untersuchung der Korperf liissigkeiten 
15 oder Fltissigkeitsf raktionen, die als infrarot- 

transparenter trockener oder flussiger Film der Infrarot- 
strahlung ausgesetzt werden, 

Aus den Unteranspruchen sowie der unten beispielhaft er- 
20 lauterten Erprobung des vorgeschlagenen Verfahrens erge- 
ben sich weitere Merkmale und vorteilhafte Weiterbildun- 
gen der Erfindung. 

Als Probenmaterial werden vorzugsweise Blut und Fraktio- 
25 nen von Blut, insbesondere Blut serum, verwendet. 

Zur Darstellung charakteristischer unterscheidbarer Mus- 
ter der erzeugten Inf rarotspektren werden eine Wellenlan- 
genselektion und ein Algorithmus zur „ feature selection u 
30 angewendet, urn die geringen spektralen Unterschiede zwi- 
schen infiziertem und nicht infiziertem Probenmaterial 
deutlich erkennbar zu machen. 
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0 Nach einem weiteren Merkmal der Erfindung werden Multiku- 

* vetten fur das Messen mehrerer Proben eingesetzt. Des 

weiteren konnen mikrospektrometrische Techniken oder bei 
Mikrotiterplatten benutzte Probentrager verwendet werden. 
5 Als Probentrager kommen Kiivetten aus wasserunloslichen 
optischen Materialien oder auch aufgerauhte Metallplat- 
ten, Metallgitter oder Durchf lusskuvetten in Frage. Auch 
der Einsatz von Inf rarotlichtleitern ist denkbar. Bei ge- 
ringer Probenmenge ist somit eine automatisierte Proben - 
10 vorbereitung und -messung und ein hoher Probendurchsatz 
moglich. 



In weiterer Ausbildung der Erfindung wird das Infrarot- 
15 spektrum der vorbereiteten Proben im mittleren Infrarot- 
bereich zwischen 500 und 4000 cm" 1 und/oder im nahen Inf- 
rarotbereich zwischen 4000 und 10.000 cm" 1 aufgenommen. 



20 Nach einem weiteren Merkmal der Erfindung erfolgt die 

Auswahl markanter Spektralbereiche zur optimierten Unter- 
scheidung der Spektren fur die Auswertung entweder visu- 
ell oder durch multivariate Verfahren zur Selektion 
spektraler Merkmale. Hier hat sich zum Beispiel die Ko- 

25 varianz -Analyse oder die einfache univariate Varianz- 
Analyse bewahrt, geeignete Spektralbereiche zu finden. 
Aber auch andere Methoden wie die Wellenlangenselektion 
mittels genetischen Algorithmen und einer Kombination mit 
einem statistischen Kriterium, etwa einem Diskriminanz- 

30 verfahren oder einem statistischen Distanzmafe, sind dazu 
geeignet . 

Nach einem weiteren Merkmal der Erfindung erfolgt unab- 
hangig von der Wahl des Verfahrens zur Wellenlangenselek- 
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) tion eine vorherige Aufbereitung der Spektren, die sich 

* als vorteilhaft erwiesen hat. In Frage kommende Methoden 

dazu sind die Berechnung der ersten oder zweiten Ablei- 
tung, die Spektren-Dekonvolution oder andere Verfahren 
5 zur Erhohung des spektralen Kontrastes, die eine Banden- 
erkennung erleichtern oder die Minimierung etwaiger Ba- 
sis linienprobleme gestatten. Auch die Datenreduktion oder 
Transformation, wie etwa durch eine Wavelet- 
Transformation oder die Zerlegung in die Faktoren durch 
10 die Hauptkomponentenanalyse oder weitere Verfahren der 
multivariaten Statistik, bietet die Moglichkeit, eine 
vorherige Datenreduktion und Verbesserung der folgenden 
Klassif ikation in infizierte und nicht-inf izierte Tiere 
zu erreichen. 

15 

In weiterer Ausbildung der Erfindung erfolgt nach der 
Auswahl charakteristischer Spektralbereiche und nach ei- 
ner vorangegangenen Aufbereitung der Spektren mit Me- 
thoden zur Erhohung des spektralen Kontrastes und zur Da- 

20 tenreduktion die Klassif ikation der markanten Spektralbe- 
reiche zur Feststellung von Unterschieden zwischen den 
Referenz- und den aktuellen Probenspektren mit statisti- 
schen Verfahren zur Mustererkennung, mit kiinst lichen neu- 
ronalen Netzen, Methoden des f allbasierten Klassifizie- 

25 rens oder des maschinellen Lernens oder mit genetischen 
Algorithmen oder durch evolutionares Programmieren . Vor- 
zugsweise wird zur Klassif ikation ein kunstliches neuro- 
nales Netz als feed- forward-Net z mit drei Lagen und einer 
Gradientenabstiegsmethode als Lernalgorithmus verwendet. 

30 

Nachfolgend wird eine in Verbindung mit dem erf indungsge- 
mafien Verfahren durchgef iihrte Versuchsreihe beschrieben: 
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> Erwachsene mannliche unci weibliche Syrische Hamster (Me- 

4 socricetus auratus) wurden mit dem Scrapie Stamm 263 K 

infiziert. Dabei wurden 27 Tiere intracerebral (i.e.), 90 
Tiere intraperitoneal (i.p.) sowie 29 Tiere peroral 
5 (p.o.) infiziert. Die Anzahl der uninf izierten Kontroll- 
tiere betrug 113. 22 Tiere wurden i.p. mock-inf iziert und 
31 Tiere p.o. mock-inf iziert . Die Hamster der i.e. -Serie 
erhielten 50/^1 Inokulum mit unterschiedlichem Gehalt an 
infektiosem 263 K Agens. Die i.p.- und p.o. Serie wurde 
10 mit 100/xl einer 10% Suspension von 263 K Scrapie Gehirn- 
homogenisat mit einer Dosis von 1-3*10 7 LD 50 i.e., wie bei 
Baldauf et al. (1997, J. gen. Virol. 78, 1187-1197) be- 
schrieben, infiziert. Den Kontrolltieren wurde entweder 
i.p. oder p.o. Gehirnhomogenisat aus nicht-inf izierten 
15 Spendern verabreicht oder sie blieben vollkommen ohne Be- 
handlung. Alle Rezipienten waren bei Verabreichung des 
Inokulums 4-6 Wochen alt. Die Inkubationszeit der i.e.- 
inf izierten Tiere betrug 83 bis 210 Tage. Die i.p. und 
p.o. -inf izierten Hamster hatten eine mittlere Inkubati- 
20 onszeit von 118 ± 12 (SD) und 157 ± 9 (SD) Tage. Alle 

Tiere wurden im terminalen Stadium der Scrapie- Inf ektion 
mit CO2 euthanasiert . Die i.p. mock-, die p.o. mock- und 
die nicht-inf izierten Tiere wurden in einem Alter von 
140-180, 170-210 bzw. 30-140 Tagen getotet. 
25 Die Entnahme von Blut und die Isolierung des Serums wurde 
durchgefiihrt wie bei Otto et al. (1998, J. Neurovirol. 4: 
572-573) beschrieben. 



Fur die Analysen wurden jeweils 2,6 ill des Blutserums auf 
30 eine ZnSe-Multiprobenkuvette transf eriert, an der Luft 

dehydriert und in einem Trockenschrank bei 37°C fur 5 Mi- 
nuten zu transparenten Filmen getrocknet. Danach war die 
Probenpraparation abgeschlossen und die Messktivette wurde 
in ein FT-IR Spektrometer (IFS 28/B, Bruker Optik GmbH, 
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Germany) uberfuhrt und die Aufnahme der FT-IR Spektren 
der Proben durchgefiihrt. Die Spektren wurden im Wellen- 
zahlbereich von 4000 - 500 cm" 1 bei einer nominalen phy- 
sikalischen Auflosung von 4 cm" 1 mit einem deuterierten 
5 Triglycinsulf at-Detektor (DTGS) aufgenommen. Als Apodisa- 
tionsfunktion fur die Fourier-Transformation wurde eine 
Blackmann-Harris 3-term Funktion und ein Zerofilling- 
Faktor von 4 angewendet. 128 Scans wurden aufgenommen und 
gemittelt. Alle Proben wurden jeweils 3-fach ggf . zu ver- 

10 schiedenen Zeiten gemessen. 

Fur die weitergehende Datenauswertung wurden die zweiten 
Ableitungen der Absorptions-Spektren mit einer Savitzky- 
Golay-Glattung von 9 Datenpunkten und einer anschliefcen- 
den Vektornormalisierung im Bereich von 2820-2985cm" 1 

15 durchgefiihrt. Die Daten besaSen dadurch vergleichbare 
Wertebereiche . 



Die Messungen wurden in drei unabhangige Datensatze un- 
terteilt: einen Trainingsdatensatz , einen Validierungsda- 

20 tensatz und einen Testdatensatz . Der Trainingsdatensatz 
enthielt 89 Proben mit 267 Spektren, der Validierungsda- 
tensatz 39 Proben mit 117 Spektren und einen Testdaten- 
satz mit 184 Proben und 522 Spektren (s. Tabelle 1) . 
Das aufgezeichnete FT-IR Spektrum von 4000-500 cm" 1 

25 zeichnete sich durch einen hohen Anteil an redundanter 

Information aus . Deshalb wurde zur Verbesserung des Klas- 
sif ikationsmodells ein Algorithmus zur "feature selec- 
tion" angewendet. Damit wird die Komplexitat und die Di- 
mensionalitat des Klassif ikationsmodells verringert und 

30 es werden nur noch die relevanten spektralen Informatio- 
nen herangezogen . Die Giite und Robustheit des Auswerte- 
systems konnte damit wesentlich verbessert werden. Dazu 
wurde zunachst eine Verringerung der Datenpunkte durch 
eine Mittelwertbildung iiber 3 Punkte durchgefiihrt, danach 
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0 wurde in den spektralen Fenstern von 700-1500 cm" 1 und 

1 1700-1750 cm* 1 sowie 2800-3100 cm" 1 die Kovarianz uber den 
partiellen F-Wert der 2 Klassen ( " inf izierte" und "nicht- 
inf izierte" Seren) uber die Datenpunkte berechnet. Danach 

5 wurden eine Ordnung mit absteigender Wertereihenf olge der 
Kovarianzwerte aufgestellt und die 89 Wellenlangen mit 
den hochsten Werten fiir das Klassif ikationsmodell heran- 
gezogen. Die spektralen Unterschiede, die sich nach der 
Wellenlangenselektion durch einen "feature selection" -Al- 
io gorithmus in den Spektren der infizierten und in den 

nicht infizierten Tieren ergeben, sind in Fig. 1 darge- 
stellt. 

Fig. 1 zeigt representative zweite Ableitungen der FT-IR 
Spektren von Hamster-Serum von (1) einem uninf iziertem 

15 Kontrolltier und (2) einem mit Scrapie i .p . -inf iziertem 
Tier im terminalen Stadium. Die spektralen Bereiche, die 
nach der Berechnung der Kovarianz der zwei Klassen Scra- 
pie-inf iziert und nicht-inf iziert den wichtigsten Beitrag 
fiir die Klassif ikation liefern, sind als Balken darge- 

20 stellt. 



Als Klassif ikationsmodell kam ein neuronales Netz zum 
Einsatz, das mit dem Synthon NeuroDeveloper (Synthon, 
Gusterath) erstellt wurde. Es handelte sich urn ein "vor- 

25 wartsgerichtetes Netz" (feedforward net) mit 3 Lagen: ei- 
ner Eingabeschicht , einer verdeckten Schicht und einer 
Ausgabeschicht . Die Eingabeschicht besalS 89 Neuronen (u- 
nits) , die verdeckte Schicht 9 Neuronen (units) und die 
Ausgabeschicht 2 Neuronen (units) - Die Neuronen der Aus- 

30 gabeschicht wurden der Klasse „inf iziert „ (S) und „nicht 
infiziert„ (N) zugeordnet. Das Netz war vollstandig ver- 
bunden und besafi shortcut-connections, d. h., direkte 
Verbindungen von der Eingabe- zur Ausgabeschicht. Als 
Lernverf ahren wurde RPROP (resilient backproppagation) 
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'> eingesetzt (Riedmillei: & Braun 1993, Proc. of the IEEE 

' 4 Intern. Conf . on Neural Networks ICNN San Francisco, 591- 

598, Schmitt & Udelhoven 2000, In. H.-U. Gremlich & B. 
Yan, Infrared and Raman spectroscopy of biological mate- 
5 rials, Marcel Dekker, New York, 379-420) , und zwar mit 

einem update-Wert von 0.1 und einer Schrittweite von 50. 
Eine logistische Funktion wurde als Transf er funk t ion ver- 
wendet und die Initialisierung erfolgte im Wertebereich 
von [-1,+1]. 450 Trainings zyklen wurden berechnet. 



10 



15 



Das Ergebnis dieses Auswertemodells zur Klassif ikation 
ist in Tabelle la und Tabelle lb wiedergegeben . 

Es zeigen: 



Tabelle la: Priifung und Klassif ikation von Serumproben 
von intrazerebral (i.e.), intraperitoneal (i.p.) oder o- 
der peroral (p.o.) infizierten Scrapie-Hamstern mit FT-IR 
Spektroskopie und einer Analyse mit kunstlichen neurona- 
20 len Netzen. 

Klassif izierung des Tieres als positiv, wenn 2 oder 3 
Spektren als positiv eingestuft werden. Klassif izierung 
als negativ, wenn nur 1 oder kein Spektrum als positiv 
eingestuft wurde. 

25 

Tabelle lb: Priifung und Klassif ikation von Serumproben 
von nicht infizierten, intraperitoneal mock (i.p.m.) - 
infizierten oder peroral mock (p.o.m.) - infizierten Kon- 
30 troll-Hamstern mit FT-IR- Spektroskopie und einer Analyse 
mit kunstlichen neuronalen Netzen. 

Klassif izierung des Tieres als positiv, wenn 2 oder 3 
Spektren als positiv eingestuft werden. Klassif izierung 
als negativ, wenn nur 1 oder kein Spektrum als positiv 
35 eingestuft wurde. 
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v Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis von TSE-induzierten Verande- 
rungen im menschlichen und tierischen Korper, bei 

5 dem von bekanntermaJSen mit TSE infizierten Proben 

sowie nicht mit TSE infizierten Proben Infrarot- 
spektren erzeugt und charakteristische Muster von 
diesen in einer Ref erenzdatenbank gespeichert werden 
sowie von aktuell zu untersuchendem Probematerial 

10 ein aktuelles Inf rarotspektrum erzeugt, und dessen 

charakteristisches spektrales Muster mit dem der Re- 
fer en z da tenbank verglichen wird, wobei das Probema- 
terial eine Korperf lussigkeit oder eine Fraktion von 
dieser ist, die bereits ante mortem von dem betref- 

15 fenden Korper entnommen werden kann und als infra- 

rot- transparenter trockener oder flussiger Film der 
Inf rarotstrahlung ausgesetzt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
20 das als Probenmaterial Blut oder Fraktionen von Blut 

eingesetzt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
25 dass als Probenmaterial Blutserum verwendet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 dadurch gekennzeichnet, 
dass als Probenmaterial Blutplasma, Buffy coat oder 

30 rote Blutzellen vorgesehen sind. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Probenmaterial Cerebrospinalf lussigkeit o- 

35 der Fruchtwasser vorgesehen sind. 
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6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass zur Darstellung charakteristischer unterscheid- 
barer Muster der Inf rarotspektren eine Wellenlangen- 
selektion und ein Algorithmus zur „ feature selecti- 
on u angewendet wird, um die geringen spektralen Un- 
terschiede zwischen infiziertem und nicht infizier- 
tem Probematerial herauszustellen. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Inf rarotbestrahlung der Proben unter Ver- 
wendung von Multikuvetten oder Durchf lusskuvetten, 
von fur Mikrotiterplatten verwendeten Probentragern 
oder unter Einsatz mikrospektrometrischer Techniken 
durchgefiihrt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , 
dass als Probentragermaterial wasserunlosliche op- 
tische Materialien, aufgerauhte Metallplatten oder 
Metallgitter eingesetzt werden. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Durchmesser der durch- 
strahlten Probenareale zwischen 0.5 und 12 mm bzw. 
bei Mikrof okussierung zwischen 10 und 500 ixm lie- 
gen. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Inf rarotspektrum der Kor- 
perf lussigkeitsproben im mittleren Inf rarotbereich 
von 500 bis 4000 cm" 1 und/oder im nahen Infrarotbe- 
reich zwischen 4000 und 10.000 cm" 1 gemessen wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Erzeugung und Mes- 
sung des Inf rarotspektrums in einer Anordnung mit 
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Transmission/Absorption Oder abgeschwachter Total- 
reflexion oder direkter bzw. diffuser Reflexion o- 
der mit IR-Lichtleitertechnik durchgefuhrt wird. 

5 12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, da- 

durch gekennzeichnet , dass eine Vorverarbeitung der 
Spektren durch die Bildung der ersten oder zweiten 
Ableitung, durch Spektren-Dekonvolution oder andere 
Verfahren zur Erhohung des spektralen Kontrastes 
10 vorgenommen wird, oder durch Transformation wie et- 

wa die Wavelet-Transformation oder die Transforma- 
tion in Hauptkomponenten durch die Hauptkomponen- 
tenanalyse erfolgt. 

15 13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, da- 

durch gekennzeichnet, dass die Auswahl der 
TSE-spezif ischen charakteristischen Spektralbe- 
reiche visuell oder nach computergestiitzten Metho- 
den der Wellenlangenselektion durchgefiihrt wird. 

20 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Erkennung und Auswahl der charakteristi- 
schen Spektralbereiche mit Hilfe von genetischen 
Algorithmen, statistischen DistanzmaSen, der Kova- 
2 5 rianz- und univariaten Varianzanalyse oder durch 

mathematische Transformation, oder in einer Kombi- 
nation von genetischen Algorithmen und statisti- 
schen Methoden wie der Diskriminanzanalyse oder der 
Hauptkomponentenanalyse, erfolgt . 

30 



15, Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Klassif ikation bzw. 
der Vergleich des aktuellen Inf rarotspektrums in 
35 den ausgewahlten, charakteristischen Spektralberei- 

chen mit den Ref erenzspektren in den entsprechenden 
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Spektralbereichen nach statistischen Merkmalen der 
Mustererkennung oder auf der Grundlage neuronaler 
Netze, des maschinellen Lernens oder von Algorith- 
men der multivariaten Statistik vorgenommen wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Klassif ikation auf der Grundlage eines 
kunst lichen neuronalen Netzes als f eed-f orward-Netz 
mit drei Lagen und einer Gradientenabstiegsmethode 
als Lernalgorithmus durchgefuhrt wird. 
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